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を求め，ロイペプチン. E-64d (EST) のそれと比較検討した。カルパイン活性はカルシウム依
存性カゼイン分解活性として求めた。
(2) 血小板内カノレパイン阻害活性の評価
ヒト新鮮クエン酸加血より遠心法にて洗浄血小板を調整した。 1 mM CaCl2存在下に種々の合成
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阻害剤と 5 分間インキュベートした後， A23187 (lμM) にて血小板を刺激し， SDS-PAGE にてカ




( (Ca 2+) i) は， Rink らの方法により， Quin・ 2 負荷血小板を用いて測定した。血小板イノシトー
ノレ 1 ， 4 ，5- 三リン酸(IP3 ) 生成量は， Uemura らの方法lとより IP3 assay kit (Amersham)を用い測




(1) 合成阻害剤の中で Benzyloxycarbonyl-Leu-nLeu-H (カノレペプチン)が最も特異性が高く，抗力ル
パイン活性はロイペプチンの約10倍で，抗パパイン活性は10分の l であった。
(2) カルペプチンは， 10 -30μMの低濃度において， A23187 処理血小板のABP及びP235 の分解をほ
ぼ完全に抑制した。乙れに対し，ロイペプチンは高濃度においても無効であった。
(3) カノレペプチンは，低濃度 (50μM以下)においてはトロンビンおよびコラーゲン刺激による血小
板凝集， (Ca 2 つ i の上昇， IP3 産生， TxB2 産生に影響を与えなかったが，高濃度 (100μM以上)
においては各血小板反応を濃度依存性に抑制した。




透過性の点で最も優れ，低濃度 (10-30μM) においてA23187 刺激血小板でのABP， P235 の分解，
すなわち，内在性カノレパイン活性を抑制した。




本研究は，カノレパインに対し特異性が高く，かつ intact cell に応用可能な限害剤を合成し，血小板
活性化反応に対する影響を検討したものである。
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その結果，合成ペフ。チド阻害剤 (BOC-Leu-nLeu-H，カノレペプチンと命名)が得られた。カノレペプ
チンはカノレパイン特異性が高く，また，イオノフォア刺激血小板において基質タンパク質の分解を抑
制したことより，細胞膜透過性を有すると考えられた。しかし，カノレペプチンは，カノレパイン特異的
な濃度においては，血小板の凝集，細胞内カルシウム濃度の上昇， 1P3 産生に影響を与えなかった。
このデータは，血小板活性化反応にカノレパイン活性は必須ではない乙とを示している。
乙れらの知見は，血小板におけるカノレパインの生理的役割の解析に重要であり，医学博士の学位を
授与するに値すると考える。
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